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Titel: Verfahren zur Bestimmung der Effizienz von Nukleinsaureamplifikationen 

Die vorliegende Erfindung stammt aus dem Gebiet der Quantifizierung von Nukleinsauren 
mit Hilfe von quantitativer Echtzeit PCR. 

Stand der Technik 

Verfahren zur Quantifizierung von Nukleinsauren sind auf verschiedenen Gebieten der Mo- 
lekularbiologie und insbesondere fur die molekulare Diagnostik von Bedeutung. Auf DNA- 
Ebene werden derartige Verfahren beispielsweise zur Bestimmung von Kopienzahlen von im 
Genom amplifizierten Gensequenzen eingesetzt. Insbesondere finden Verfahren zur Quantifi- 
zierung von Nukleinsauren jedoch im Zusammenhang mit der Bestimmung von mRNA- 
Mengen Verwendung, weil diese in der Regel ein Mafi fur die Expression des jeweiligen codie- 
renden Gens darstellen. 

Bei in hinreichender Menge zur Verfugung stehendem Probenmaterial kann eine Quantifizie- 
rung spezieller mRNAs mit konventionellen Verfahren, wie Northern Blot-Analyse- oder 
RNAse-Protection-Assay- Verfahren durchgefiihrt werden. Diese Methoden sind jedoch bei 
nur in geringer Menge zur Verfugung stehendem Probenmaterial oder sehr schwach expri- 
mierten Genen nicht sensitiv genug. 

Eine wesentliche sensitivere Methode stellt allerdings die sogenannte RT-PCR dar. Bei diesem 
Verfahren wird ausgehend von der zu analysierenden mRNA zunachst eine einzelstrangige c- 
DNA mit Hilfe einer Reversen Transkriptase hergestellt. Anschliefiend wird mit Hilfe von 
PCR ein doppelstrangiges DNA-Amplifikationsprodukt erzeugt. 



Dabei sind zwei verschiedene Varianten zu unterscheiden: 

■ Bei der sogenannten relativen Quantifizierung wird das Verhaltnis der Expression einer 
bestimmten Target-RNA relativ zu der Menge an RNA eines sogenannten Housekeeping- 
Gens bestimmt, von dem angenommen wird, dass es in alien Zellen unabhangig vom je- 
weiligen physiologischen Status konstitutiv exprimiert wird. Somit liegt die mRNA in al- 
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len Zellen in ungefahr gleicher Menge vor. 



Dies hat den Vorteil, dass unterschiedliche Ausgangsqualitaten verschiedener Proben- 
materialien und der Prozess der RNA-Praparation keinen Einfluss auf das bestimmte Er- 
gebnis hat. Eine absolute Quantifizierung ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich. 

■ Alternativ dazu kann die absolute Menge an eingesetzter RNA mit Hilfe von Standard- 
nukleinsauren bekannter Kopienzahl und Amplifikation einer entsprechenden Verdun- 
nungsreihe dieser Standardnukleinsaure bestimmt werden. Dabei sind zwei Alternativen 
moglich: 

Bei der Verwendung von externen Standards erfolgt die Amplifikation von Standard- und 
Target-Nukleinsaure in getrennten ReaktionsgefaBen. Dabei kann ein Standard mit identi- 
scher Sequenz, wie die Target-Nukleinsaure verwendet werden. Bei dieser Art der Quantifizie- 
rung konnen jedoch systematische Fehler auftreten, falls die zu analysierende RNA- 
Praparation inhibitorische Komponenten enthalt, die die Effizienz der sich anschliefienden 
PCR-Reaktion beeintrachtigen. Derartige Fehler konnen durch die Verwendung von internen 
Standards, d. h. Amplifikation von Standard- und Target-Nukleinsaure in einem Reaktions- 
gefaS ausgeschlossen werden. Der Nachteil dieser Methode besteht jedoch darin, dass Stan- 
dards verwendet werden mlissen, die im Vergleich zur analysierten Target-Nukleinsaure un- 
terschiedliche Sequenzen besitzen, um die Amplifikation von Standard- und Target- 
Nukleinsaure von einander unterscheiden zu konnen. Dies kann wiederum zu einem syste- 
matischen Fehler bei der Quantifizierung fiihren, da bei unterschiedlichen Sequenzen unter- 
schiedliche Effizienzen der PCR- Amplifikation nicht ausgeschlossen werden konnen. 

Eine Quantifizierung von PCR-Produkten kann auf zwei prinzipiell unterschiedliche Arten 
erfolgen: 

a) Endpunkt-Bestimmung der Menge an entstandenem PCR-Produkt in der Plateau-Phase 
der Amplifikationsreaktion. 

Dabei korreliert die Menge an gebildetem PCR-Produkt nicht mit der Menge an initiell ein- 
gesetzter Kopienzahl, weil die Amplifikation der Nukleinsauren am Ende der Reaktion 
nicht mehr exponentiell erfolgt, sondern eine Sattigung erreicht. Demzufolge zeigen ver- 
schiedene initielle Kopienzahlen identische Mengen an entstandenem PCR-Produkt. Des- 
halb wird bei diesem Verfahren in der Regel die Methode der kompetitiven PCR bzw. der 
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kompetitiven RT-PCR verwendet. Hierbei wird die spezifische Zielsequenz zusammen mit 
einer Verdunnungs-reihe eines internen Standards bekannter Kopienzahl co-amplifiziert. 
Aus der Mischung mit identischer PCR-Produktmenge von Standard und Zielsequenz wird 
die initielle Kopienzahl der Zielsequenz extrapoliert. (Zimmermann et Mannhalter, Bio- 
Techniques 21:280 - 279, 1996). Nachteil dieser Methode ist auch hier die Messung im Sat- 
tigungsbereich der Amplifikationsreaktion. 

b) Kinetische Echt-Zeit Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR. 

Hierbei wird in jedem Zyklus der PCR die Entstehung von PCR-Produkten verfolgt. Die 
Messung der Amplifikation erfolgt dabei in der Regel in Thermozyklern, welche zusatzlich 
Mittel zur Messung von Fluoreszenzsignalen wahrend der Amplifikationsreaktion auf- 
weisen. Ein typisches Beispiel hierfiir ist der Roche Diagnostics LightCycler (Cat. No. 2 
011468). Die Amplifikationsprodukte werden beispielsweise durch Fluoreszenz-markierte 
Hybridisationsproben, die lediglich bei Bindung an die Target-Nukleinsaure Fluores- 
zenzsignale emittieren oder in bestimmten Fallen auch durch Doppelstrang-DNA bin- 
dende Fluoreszenzfarbstoffe detektiert. Ein definierter Signalschwellenwert wird fur alle 
analysierten Reaktionen festgelegt und die zur Erreichung des Schwellenwerts notwendige 
Zykluszahl Cp sowohl fur die Targetnukleinsaure als auch fur die Referenznukleinsauren 
wie Standard- bzw. Housekeeping-Gen bestimmt. Auf der Grundlage der fur die Target- 
Nukleinsaure sowie die Referenz-Nukleinsaure erhaltenen Cp-Werte konnen auf diese 
Weise entweder absolute oder relative Kopienzahlen des Targetmolekiils bestimmt werden 
(Gibson et al., Genome Research 6: 995 - 1001, 1996; Bieche et al., Cancer Research 
59:2759 - 2765, 1999; WO 97/46707; WO 97/46712; WO 97/46714). Derartige Verfahren 
werden auch als Real Time PCR bezeichnet. 

Zusammengefasst erfolgt bei alien beschriebenen Verfahren die Quantifizierung einer Nuk- 
leinsaure iiber PCR immer mittels des Bezugs der wahrend der Amplifikationsreaktion ent- 
standenen Kopienzahl auf die entstandene Kopienzahl einer Referenznukleinsaure, bei der es 
sich entweder um einen Standard oder um die RNA eines Houskeeping Gens handelt. Dabei 
wird angenommen, dass sich die PCR-Effizienz von Ziel- und Referenznukleinsaure nicht 
unterscheiden. 

Im Allgemeinen wird eine PCR-Effizienz von 2,00 angenommen, die einer Verdoppelung der 
Kopienzahl pro PCR-Zyklus entspricht (User Bulletin No. 2 ABI Prism 7700, PE Applied 
Biosystems, 1997) 
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Es hat sich jedoch herausgestellt, dass eine reale PCR-Effizienz aber verschieden von 2,00 sein 
kann, da sie von verschiedenen Faktoren wie beispielsweise Bindung der Primer, Lange des 
PCR-Produktes, G/C-Gehalt und Sekundarstrukturen der zu amplifizierenden Nukleinsaure 
sowie von aufgrund der Probenvorbereitung im Reaktionsgemisch moglicherweise enthalte- 
nen Inhibitoren beeinflusst wird. Dies betrifft insbesondere auch zu bei der Verwendung von 
heterologen Referenznukleinsauren, wie z. B. bei der relativen Quantifizierung im Vergleich 
zur Expression von Housekeeping-Genen. Daruber hinaus ist auch nicht bekannt, ob und 
inwieweit die Ausgangskonzentration der nachzuweisenden Target-Nukleinsaure die Effizienz 
einer Amplifikationsreaktion signifikant beeinflufit. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war deshalb die Bereitstellung einer Methode zu einer 
moglichst exakten Bestimmung der Effizienz von Nukleinsaure- Amplifikationen sowie deren 
Einsatz im Rahmen von Methoden zur moglichst exakten Quantifizierung von Nukleinsau- 
ren. 

Kurzbeschreibung der Erfindung 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemafi gelost durch ein Verfahren zur Bestimmung der Effi- 
zienz der Amplifikation einer Target-Nukleinsaure, wobei 

a) eine Verdiinnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbe- 
dingungen durchgefiihrt wird, wobei die Amplifikation der Nukleinsaure in 
Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdiinnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwel- 
lenwert iiberschritten wird, 

e) die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der urspriinglichen Menge an 
Target-Nukleinsaure bestimmt wird. 

So kann die Bestimmung der Amplifkationseffizienz dadurch erfolgen, dass eine nicht lineare 
stetig differenzierbare Funktion eines Logarithmus der fur die Amplifikation eingesetzten 
Kopienzahl an Target Nukleinsaure in Abhangigkeit von der Zykluszahl, bei der Signal- 
schwellenwert iiberschritten wird, erstellt wird, und aus der ermittelten Funktion die Amplifi- 
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kationseffizienz E in Abhangigkeit von der Menge an Target-Nukleinsaure berechnet wird. 
Vorzugsweise wird bei dieser Ausfiihrungsform die Amplifikationseffizienz E einer bestimm- 
ten Menge an Target-Nukleinsaure als die negative lokale 1. Ableitung der stetig differenzier- 
baren Funktion aus Schritt e) ermittelt. 

Alternativ kann die Effizienz der Amplifikation auch dadurch bestimmt werden, dass eine 
nicht lineare stetig differenzierbare Funktion der ermittelten Zykluszahlen in Abhangigkeit 
vom Logarithmus der fiir die Amplifikation eingesetzten Kopienzahlen an Target Nukleinsau- 
re erstellt wird und aus der ermittelten Funktion die Amplifikationseffizienz E berechnet wird. 
Vorzugsweise wird in diesem Falle die Amplifikationseffizienz E einer bestimmten Menge an 
Target-Nukleinsaure als die reziproke negative lokale 1. Ableitung der stetig differ enzierbar en 
Funktion aus Schritt e) ermittelt, 

Als besonders vorteilhaft haben sich Verfahren herausgestellt> bei denen die Amplifikation- 
seffizeinz in Abhangigkeit vom Logarithmus der Konzentration der Target-Nukleinsaure oder 
umgekehrt mithilfe eines polynomischen Fits zur Ermittlung der nichtlinearen stetig differen- 
zeirbaren Funktion ermittelt wird. Dabei kann es sich urn einen polynomischen Fit 3.> 4., 5. 6., 
oder 7. Ordnung und bevorzugt um einen Fit 4. Ordnung handeln. 

Erfindungsgemafie Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe 
umfassen demzufolge die folgenden Schritte: 

a) Erfindungsgemafie Bestimmung der Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure 
unter definierten Bedingungen. 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure unter den gleichen Re- 
aktionsbedingungen. 

c) Messung der Amplifikation in Echt-Zeit 

d) Quantifizierung der urspriinglichen Menge der Target-Nukleinsaure in der Probe durch 
Korrektur der aus Schritt c) abgeleiteten urspriinglichen Menge mit Hilfe der bestimmten 
Amplifikationseffizienz. 

Diese Verfahren sind sowohl fur relative Quantifizierung im Vergleich zur Expression von 
Housekeeping Genen als auch fur absolute Quantifizierung einsetzbar. 
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Verfahxen zur absoluten Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, umfassen 
erfindungsgemafi die folgenden Schritte: 

a) Erfindungsgemafie Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure 
sowie eines internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedingun- 
gen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des internen oder 
externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Berechnung der ursprlinglichen Kopienzahl in der Probe durch durch Korrektur der aus 
Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikation- 
seffizienzen 

Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer Re- 
ferenz-Nukleinsaure, umfassen dagegen die folgenden Schritte: 

a) Erfindungsgemafie Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure 
und der Referenz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch der in 
der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definierten Amplifikati- 
onsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz-Nukleinsaure in 
Echtzeit 

d) Berechnung des urspriinglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abgeleiteten Verhaltnisses 
mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffizienzen 

Gegenstand der Erfindung sind dariiber hinaus samtliche Verfahren, bei denen eine Bestim- 
mung und insbesondere eine von der Ausgangskonzentration abhangige Bestimmung der 
Amplifikationseffizienzen nur indirekt in das Quantifizierungsergebnis eingeht. Bestandteil 
der Erfindung ist in diesem Sinne insbesondere ein Verfahren zur relativen Quantifizierung 
einer Target-Nukleinsaure im Verhaltnis zu einer Referenznukleinsaure und normiert auf 
eine Kalibratorprobe, umfassend die folgenden Schritte: 
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a) Herstellung einer gemeinsamen oder zwei getrennter Verdiinnungsreihen von Target- 
Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure. 

b) Amplifikation der verschiedenen Verdunnungen von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die Amplifikation der 
Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird. 

c) Festsetzung von definierten Signalschwellenwerten fiir Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure 

d) Bestimmung der Zykluszahlen Cp, bei denen die fur Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure definierten Signalschwellenwerte in jeder Verdiinnung liberschritten wer- 

. den 

e) Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion des Logarithmus der eingesetzten Men- 
gen an Target-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den in d) bestimmten Cp-Werten sowie 
Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion des Logarithmus der eingesetzten Men- 
gen an Referenz-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den bestimmten Cp-Werten. 

f) Bestimmung der Cp-Werte fur Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure sowohl 
in der zu analysierenden Probe als auch in einer Kalibratorprobe 

g) Zuordnung der in Schritt f) gemessenen Cp-Werte zu bestimmten Funktionswerten der in 
Schritt e) ermittelten Funktionen 

h) Bildung der Quotienten der Funktionswerte aus g) von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur die Kalibratorprobe 

i) Bestimmung des Verhaltnisses der Quotienten aus h) als Mafi fur die ursprunglich in der 
Probe enthaltenen Menge an Target-DNA. 

Detaillierte Beschreibung der Erfindung 

A) Erfordernis einer Target-abhiingigen Effizienzkorrektur 

Die Bedeutung einer Effizienzkorrektur bei quantitativen Nukleinsaureamplifikationsverfah- 
ren wird durch eine Fehlerberechnung deutlich. In Tabelle 1 ist die theoretische Berechnung 
des durchschnittlichen prozentualen Fehlers der ermittelten Kopienzahl bei von 2,00 ver- 
schiedenen Amplifikationseffizienzen in Abhangigkeit von der jeweiligen Zykluszahl darge- 
stellt. Die Fehlerberechnung erfolgte nach der Formel 

Prozentualer Fehler = (2 n /E n -l)xl00 
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wobei E die Effizienz der Amplifikation ist und n die jeweilige Zykluszahl ist, bei der der pro 
zentuale Fehler bestimmt wird. 

Tabelle 1: 



Detektion Zyklus (n) 
PCR Effizienz (E) 


10 


15 


20 


25 


30 


35 


2.00 














1.97 


16% 


25% 


35% 


46% 


57% 


70% 


1.95 


29% 


46% 


66% 


88% 


113% 


142% 


1.90 


67% 


116% 


179% 


260% 


365% 


500% 


1.80 


187% 


385% 


722% 


1290% 


2260% 


3900% 


1.70 


408% 


1045% 


2480% 


5710% 


13.000% 


29.500% 


1.60 


920% 


2740% 


8570% 


26.400% 


80.700% 


246.400% 



Die Bestimmung der Amplifikationseffizienz einer PCR Reaktion kann durch verschiedene 
Verfahren bestimmt werden. 

Beispielsweise kann dies im Real Time Monitoring von PCR Reaktionen dadurch erfolgen, 
dass in jedem Amplifikationszyklus die Menge an amplifizierten Target-Nukleinsaure be- 
stimmt wird und aus den erhaltenen Werten die Effizienz der Amplifikationsreaktion be- 
stimmt wird. 

Alternativ kann die Effizienz der Amplifikationsreaktion eines bestimmten Targets im Real 
Time PCR-Modus unter definierten Bedingungen dadurch ermittelt werden, dass zunachst 
verschiedene Verdunnungen der Target-Nukleinsaure amplifiziert werden und fur jede Ver- 
4unnung eine Zykluszahl ermittelt wird, bei der ein zuvor festgestellter Signalschwellenwert 
uberschritten wird. 

Die Effizienz wird dann aus der Steigung einer Funktion des Logarithmus der eingesetzten 
Kopienzahl in Abhangigkeit von der fur die jeweiligen Kopienzahl ermittelten Zykluszahl er- 
mittelt. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass kein systematischer Fehler dadurch auftreten 
kann, dass die Bestimmung der Amplifikationseffizienz in einer Phase der PCR-Reaktion er- 
folgt, bei der keine exponentielle Vermehrung der Target-Nukleinsaure mehr stattfindet 
(Plateau-Phase). 
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Allerdings hat sich unerwartet herausgestellt, dass unter bestimmten Umstanden die Amplifi- 
kationseffizienz auch von der urspriinglichen Menge an Target-Nukleinsaure abhangig sein 
kann. Insbesondere bei niedrigeren Konzentrationen kann bei entsprechenden experimentel- 
len Ansatzen eine offensichtlich veranderte Amplifikationseffizienz festgestellt werden. Dem- 
zufolge ergeben sich bei den oben beschriebenen Verfahren zur Ermittlung der Effizienz nicht 
lineare Funktionen, so dass in diesen Fallen die beschriebene Ermittlung der Steigung einer 
Regressionsgerade insbesondere bei geringen Konzentrationen an Target-Nukleinsaure zum 
Beispiel zu niedrige Werte beziiglich der zu ermittelnden Amplifikationseffizienzen ergibt. 

Aufgrund der Abhangigkeit der Amplifikationseffizienz von der Konzentration der Target- 
Nukleinsaure kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Amplifikationseffizienz sich auch 
bereits wahrend der ersten Zyklen einer Amplifikationsreaktion verandert, obwohl sich diese 
noch in einer exponentiellen Phase befindet. Da dieses Phanomen aber experimentell auf- 
grund mangelnder Detektionssensitivitat wahrend der ersten Zyklen nicht direkt analysierbar 
ist, wird im Folgenden unter einer Konzentrations-abhangigen Amplifikationseffizeinz die 
zum jeweiligen Detektionszeitpunkt uber die erfolgten Zyklen gemittelte Amplifikationseffi- 
zienz verstanden. 



B) Absolute und relative Quantifizierung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb Verfahren zur Effizienz-korrigierten 
Quantifizierung von Nukleinsauren, bei denen die Effizienz der Amplifikation dadurch be- 
stimmt wird, dass 

■A a) eine Verdiinnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbe- 
dingungen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der 
Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdiinnung die Zykluszahl Cp bestimmt wird, bei der der Signal- 
schwellenwert uberschritten wird, und 

e) die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der Menge an Target- 
Nukleinsaure bestimmt wird. 
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Insbesondere kann die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der ursprunglichen Men- 
ge an Target-Nukleinsaure dadurch bestimmt werden, dass 

eine nicht lineare stetig differenzierbare Funktion eines Logarithmus der fur die 
Amplification eingesetzten Kopienzahl an Target-Nukleinsaure in Abhangigkeit von 
der Zykluszahl, bei der der Signalschwellenwert liberschritten wird, erstellt wird, oder 
alternativ eine nicht lineare stetig differenzierbare Funktion der ermittelten Zykluszahl 
in Abhangigkeit von einem Logarithmus der jeweils eingesetzten Kopienzahl an Tar- 
get-Nukleinsaure erstellt wird, und 

aus der ermittelten Funktion die Amplifikationseffizienz E berechnet wird. Dabei 
wird die jeweilige Amplifikationseffizienz erfindungsgemafi in Abhangigkeit von der 
jeweils eingesetzten Menge an Target-Nukleinsaure bestimmt. 

Die Emittlung der stetigen Funktion erfolgt durch geeignete mathematische Verfahren und 
Algorithmen. Beispielsweise kann die Funktion durch einen polynomischen Fit hoherer Ord- 
nung beschrieben werden. Zur Berechnung einer Funktion hat sich ein polynomischer Fit 
3 0 4.,5 0 6. oder 7. Ordnung als geeignet herausgestellt, wobei ein polynomischer Fit 4. Ord- 
nung bevorzugt ist. 

Die Ermittlung der Target-Mengen abhangigen Effizienz kann dann durch Ableitung einer 
stetig differenzierbaren Funktion F(Cp) der Cp-Werte in Abhangigkeit von einem Logarith- 
mus der urspriinglich eingesetzten Kopienzahl oder umgekehrt erfolgen. 

Die Amplifikationseffizienz E kann dann bestimmt werden nach der Gleichung 

V 

E = G -f(c P ) 

wobei f (Cp) die Ableitung der stetigen Funktion und G die Grundzahl des Logarithmus ist. 
Somit wird bei dieser Ausfuhrungsform die Amplifikationseffizienz E einer bestimmten ur- 
sprunglichen Menge an Target-Nukleinsaure als die negative lokale 1. Ableitung der vorher 
ermittelten stetig differenzierbaren Funktion bestimmt. 
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Alternativ kann die Amplifikationseffizienz E bestimmt werden nach der Gleichung 

E = G f(log(conc)) 

wobei cone die urspriinglich eingesetzte Menge an Nukleinsaure, f (log(conc)) die Ableitung 
der stetigen Funktion und G die Grundzahl des Logarithmus ist. Somit wird bei dieser Aus- 
fuhrungsform die Amplifikationseffizienz E einer bestimmten urspriinglichen Menge an Tar- 
get-Nukleinsaure als die reziproke negative lokale 1. Ableitung der vorher ermittelten stetig 
differenzierbaren Funktion bestimmt. 

Die erfindungsgemafie Effizienz-korrigierte Quantifizierung von Nukleinsauren in Abhangig- 
keit von der Menge an Target-Nukleinsaure kann prinzipiell sowohl fur Verfahren der abso- 
luten Quantifizierung als auch fiir Verfahren der relativen Quantifizierung eingesetzt werden. 
Daruber hinaus ist eine derartige Effizienzkorrektur insbesondere auch bei Verfahren von 
Vorteil, bei denen eine relative Quantifizierung mithilfe einer sogenannten Kalibratorprobe 
normiert wird (ABI Prism 7700 Application Manual, Perkin Elmer), urn den Einflufi unter- 
schiedlicher Detektionsensitivitaten fur Target- und Referenz-Nukleinsaure zu eliminieren. 

Soli die absolute Menge an nachzuweisender Target-Nukleinsaure in einer Probe bestimmt 
werden, so besteht das Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer 
Probe erfindungsgemafi aus folgenden Schritten 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie ei- 
nes internen oder externen Standards in Abhangigkeit von den jeweiligen Aus- 
gangsmengen unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des 
internen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbe- 
dingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Berechnung der urspriinglichen Kopienzahl in der Probe durch Korrektur der 
aus Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten 
Amplifikationseffizienzen 

Vorteilhafterweise sind die Sequenzen von Target-Nukleinsaure und Standard weitgehend 
identisch. Bei der Auswahl der Sequenz fur einen internen Standards mufi jedoch berucksich- 
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tigt werden, dass Standard und Target-Nukleinsaure mit Hilfe des zur Verfugung stehenden 
Detektionssystems voneinander unterschieden werden konnen. Dies kann beispielsweise mit 
unterschiedlich markierten Hybridisationssonden fur den Nachweis von Target-Nukleinsaure 
und internem Standard erfolgen. Idealerweise werden dabei Oligonukleotide als Detektions- 
sonden verwendet, mit deren Hilfe minimale Sequenzunterschiede wie Punktmutationen 
voneinander unterschieden werden konnen. 

Die Verwendung eines internen Standards hat dabei den Vorteil, dass in der Probe befindliche 
Inhibitoren ebenfalls die Amplifikation des Standards beeinflussen. Deshalb konnen Amplifi- 
kationseffizienz-Unterschiede minimiert werden. 

Die Verwendung eines externen Standards hat dagegen den Vorteil> dass sich die Amplifikati- 
onsreaktionen von Target-Nukleinsaure und Standard nicht gegenseitig in kompetitiver 
Weise hinsichtlich ihrer Effizienz beeinflussen konnen. Dariiber hinaus konnen die Amplifi- 
kationsprodukte von Standard und Target-Nukleinsaure in Parallelansatzen mit Hilfe des 
gleichen Detektionssystems, beispielsweise mit der gleichen Hybridisationssonde nachgewie- 
sen werden. Nachteil sind hier mogliche unterschiedliche PCR-Effizienzen, bedingt durch 
Inhibitoren in der Probe. Dadurch bedingte Fehler in der Quantifizierung konnen jedoch 
durch eine erfindungsgemafie Effizienzkorrektur eliminiert werden, 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung im Zusammenhang mit relativer Quantifizierung ist 
auch ein Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu 
einer Referenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Re- 
ferenz-Nukleinsaure in Abhangigkeit von der jeweiligen Ausgangskonzentration 
unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch 
der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definier- 
ten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abgeleiteten 
Verhaltnisses mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationseffizienzen 
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Ein derartiges erfindungsgemafies Verfahren eliminiert einerseits den Einflufi von in der un- 
tersuchten Probe moglicherweise enthaltenen Inhibitoren und korrigiert andererseits Fehler, 
die aufgrund der unterschiedlichen Amplifikationseffizienz von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure auftreten konnen. 

Eine wesentliche Voraussetzung dieser erfindungsgemafien Verfahren zur relativen Quantifi- 
zierung ist, dass sowohl die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure als auch die 
Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure in Abhangigkeit von der urspriinglich 
vorliegenden Menge an Target- bzw. Referenz-Nukleinsaure bestimmt werden. Diese Be- 
stimmungen erfolgen beide bevorzugt nach dem oben beschriebenen Verfahren durch Be- 
stimmung einer Zykluszahl, bei der ein bestimmter Signalschwellenwert uberschritten wird. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der relativen Quantifizierung wird die Probe in zwei 
Aliquots aufgeteilt und die Echtzeit Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure erfolgt in getrennten Reaktionsgefafien. Dadurch wird verhindert, 
dass sich die Amplifikationsreaktionen von Target-Nukleinsaure und Referenznukleinsaure 
hinsichtlich ihrer Effizienz beispielsweise durch Kompetition um Deoxynuleotide oder Taq- 
Polymerase gegenseitig beeinflussen. Dariiber hinaus konnen Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure mit den gleichen Detektionssystemen, beispielsweise mit dem gleichen 
DNA-Bindefarbstoff nachgewiesen werden. 

Alternativ kann die Echtzeit Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure aus einer Probe im gleichen Reaktionsgefafi mit unterschiedlich markier- 
ten Hybridisationssonden erfolgen. Dies ist insbesondere bei nur geringen Mengen an zur 
Verfugung stehendem Probenmaterial von Vorteil, weil auf diese Weise wird die Anzahl der 
erforderlichen PCR-Reaktionen halbiert wird. 

Vorteilhafterweise werden die Schritte b) bis d) in einem parallelen Ansatz mit einer soge- 
nannten Kalibratorprobe durchgefuhrt. Bei der Kalibratorprobe handelt es sich um eine Pro- 
be, bei der Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure in einem bestimmten, fur jede 
Messung konstantem Verhaltnis zueinander vorliegen. Anschliefiend wird das Verhaltnis der 
fur die Probe und fiir die Kalibrator-Probe ermittelten Quotienten als Mafi fur die urspriing- 
liche Menge an Target-Nukleinsaure in der Probe bestimmt. Dies hat den Vorteil, dass zu- 
satzlich weitere systematische Fehler eliminiert werden, die auf einer unterschiedlichen De- 



Roche Diagnostics GmbH - Neuanmeldung 5443/00/DE 



-14- 



tektionssensitivitat von Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure beruhen. Derartige 
systematische Fehler konnen beispielsweise auftreten durch unterschiedliche Hybridisation- 
seigenschaften der Hybridisationssonden, oder - bei Fluoreszenzmarkierten Sonden - unter- 
schiedliche Anregungseffizienz, Quantenausbeute, oder Kopplungseffizienz des Farbstoffes an 
die Sonde. Deshalb miissen die zu testende Probe und die Kalibratorprobe fur jedes Experi- 
ment mit den gleichen Detektionsmitteln, d.h. mit der gleichen Charge von Fluoreszenz- 
markierten Hybridisationssonden analysiert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind insbesondere auch solche Ausftihrungsformen der beschrie- 
benen Verfahren zur Effizienz-korrigierten Quantifizierung von Nukleinsauren, bei denen die 
Amplifikationsprodukte durch Hybridisationssonden detektiert werden, die auf viele unter- 
schiedliche Arten mit einer detektierbaren Komponente markiert sein konnen. 

Voraussetzung sowohl fur die Effizienz-korrigierte Bestimmung der ursprunglichen Menge 
einer Target-Nukleinsaure als auch fur die Bestimmung der Amplifikationseffizienzen an sich 
ist die Festlegung von Signalschwellenwerten sowie die anschliefiende Bestimmung einer 
Zykluszahl der jeweiligen Amplifikationsreaktion, bei der ein bestimmter Signalschwellenwert 
erreicht wird. Die Festlegung des Signalschwellenwertes kann dabei gemafi dem Stand der 
Technik auf verschiedene Arten erfolgen: 

Gemafi dem Stand der Technik kann der Signalschwellenwert beispielsweise ein Signal sein, 
welches einem bestimmten Vielfachen der statistischen Varianz des Backgroundsignals ent- 
spricht (ABI Prism 7700 Application Manual, Perkin Elmer). 

Alternativ kann die Bestimmung der Zykluszahl, bei der der Signalschwellenwert uberschrit- 
ten wird nach der sogenannten „Fit Point above Threshold" Methode erfolgen (LightCycler 
Operator's Manual, B59-B68, Roche Molecular Biochemicals, 1999). 

In einer weiteren Ausfuhrungsform kann der Schwellenwert nicht als absoluter Wert, sondern 
als relativer Wert definiert werden, wenn unabhangig vom absoluten Signalwert der Verlauf 
der Amplifikationsreaktion in Abhangigkeit von der Zykluszahl bestimmt wird und anschlie- 
Eend eine n-te Ableitung berechnet wird. Wobei In diesem Fall kann das Oberschreiten be- 
stimmter Extrema als Oberschreiten eines bestimmten Signalsschwellenwertes definiert wer- 
den. (EP-Anmelde-Nr. 00106523.4). Diese Art der Schwellenwertfestlegung ist also unabhan- 
gig von der absoluten Signalstarke beispielsweise eines Fluoreszenzsignals. Deshalb ist sie be- 
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sonders geeignet fur diejenigen Ausfuhrungsformen, bei denen Target-Nukleinsaure und Re- 
ferenz-Nukleinsaure im selben Reaktionsgefafi amplifiziert werden und mit Hilfe verschiede- 
ner Fluoreszenzmarkierungen detektiert werden. Als besonders geeignet haben sich im Zu- 
sammenhang mit der Efffizienz-korrigierten Quantifizierung von PCR-Produkten Verfahren 
erwiesen, bei denen das Maximum der 2. Ableitung als Mafi fur den Signalschwellenwert be- 
stimmt wird. 

Bei den fur die erfindungsgemafien Verfahren einzusetzenden Hybridisationssonden handelt 
es sich in der Regel um einzelstrangige Nukleinsauren wie einzelstrangige DNA oder RNA 
bzw. deren Derivate oder alternativ auch PNAs, die bei der Annealing Temperatur der 
Amplifikationsreaktion mit der Target-Nukleinsaure hybridisieren. Oblicherweise haben diese 
Oligonukleotide eine Lange von 20 bis 100 Nukleotiden. 

Die Markierung kann abhangig vom genauen Detektionsformat an jeder beliebigen Ribose- 
oder Phosphatgruppe des Oligonukleotids eingefuhrt werden. Bevorzugt sind Markierungen 
am 5* und 3' Ende des Nukleinsauremolekiils. 

Die Art der Markierung mufi im Echtzeit-Modus der Amplifikationsreaktion detektierbar 
sein. Dies ist beispielsweise prinzipiell auch (aber nicht nur) moglich mithilfe von Markierun- 
gen, die nach dem Prinzip der NMR detektierbar sind. 

Besonders bevorzugt sind Verfahren, bei denen die Detektion der amplifizierten Nukleinsau- 
ren mit Hilfe von mindestens einer Fluoreszenz-markierten Hybridisationssonde erfolgt. 

' Dabei sind viele verschiedene Testfuhrungen moglich. Als besonders geeignet in Zusammen- 
hang mit der vorliegenden Erfindung haben sich die folgenden drei Detektionsformate er- 
wiesen: 

(i) FRET-Hybridisationssonden 

Fur dieses Testformat werden 2 einzelstrangige Hybridisationssonden gleichzeitig verwendet, 
die komplementar zu benachbarten Stellen desselben Strangs der amplifizierten Target- 
Nukleinsaure sind. Beide Sonden sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzkomponenten mar- 
kiert. Bei Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange einer ersten Komponente uber- 
tragt diese nach dem Prinzip des Fluoreszenzresonanzenergietransfers die absorbierte Energie 
auf die zweite Komponente, sodass bei Bindung beider Hybridisationsproben an benachbarte 
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Positionen des nachzuweisenden Target-Molekiils eine Fluoreszenzemissionmission der 
zweiten Komponente gemessen werden kann. 

Alternativ konnen ein Fluoreszenz-markierter Primer und nur eine markierte Oligonukleo- 
tidsonde verwendet werden (Bernard et al., Analytical Biochemistry 235, p. 1001-107 (1998)). 

(ii) TaqMan-Hybridisationssonden 

Eine einzelstrangige Hybridsidisationssonde wird mit 2 Komponenten markiert. Bei Anre- 
gung der ersten Komponente mit Licht einer geeigneten Wellenlange wird nach dem Prinzip 
des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers die absorbierte Energie auf die zweite Komponen- 
te, den sogenannten Quencher iibertragen. Wahrend des Annealing Schrittes der PCR Reakti- 
on bindet die Hybridisationssonde an die Target-DNA und wird wahrend der sich anschlie- 
fienden Elongationsphase durch die 5'-3* Exonuklease-Aktivitat der Taq- Polymerase degra- 
diert. Dadurch werden die angeregte Fluoreszenzkomponente und der Quencher raumlich 
voneinander getrennt, sodass eine Fluoreszenzemission der ersten Komponente in gemessen 
werden kann. 

(iii) Molecular Beacons 

Diese Hybridisationssonden sind ebenfalls mit einem einer ersten Komponente und einem 
Quencher markiert, wobei sich die Markierungen vorzugsweise an den beiden Enden der 
Sonde befinden. In Losung befinden sich beide Komponenten aufgrund der Sekundarstruktur 
der Sonde in raumlicher Nahe zueinander. Nach Hybridisierung an die Target-Nukleinsaure 
werden beide Komponenten von einander getrennt, sodass nach Anregung mit Licht einer 
geeigneten Wellenlange die Fluoreszenzemission der ersten Komponente gemessen werden 
kann (Lizardi et al., US 5,118,801). 
■} 

In den beschriebenen Ausfiihrungsformen, bei denen in jeweils einem Reaktionsgefafi entwe- 
der nur die Target-Nukleinsaure oder nur die Referenz-Nukleinsaure oder ein externer Stan- 
dard amplifciert wird, kann das jeweilige Amplifikationsprodukt erfindungsgemafi auch 
durch einen DNA-Bindefarbstoff nachgewiesen werden, welcher bei Interaktion mit dop- 
pelstrangiger Nukleinsaure nach Anregung mit Licht einer geeigneten Wellenlange ein ent- 
sprechendes Fluoreszenzsignal emmitert. Als besonders geeignet fur diese Anwendung haben 
sich die Farbstoffe SybrGreen und SybrGold (Molecular Probes) erwiesen. Alternativ konnen 
auch interkalierende Farbstoffe verwendet werden. 
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C) Effizienzkorrektur dutch direkte Bestimmung der Amplifikationseffizienzen 



Absolute Quantifizierung 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform zur absoluten Quantifizierung einer Target- 
Nukleinsaure in einer Probe umfafit das erfindungsgemafie Verfahren die folgenden Schritte: 



a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie ei- 
nes internen oder externen Standards in Abhangigkeit von den jeweiligen Aus- 
gangsmengen unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des 
internen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbe- 
dingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Standard, bei denen der Signalschwellenwert jeweils iiberschritten wird 

f) Bestimmung der urspriingliche Kopienzahl N(T)o der Target-Nukleinsaure in 
der Probe nach der Formel 



N(T)o = N(S) 0 * 



N(S)o = die urspriingliche Menge an eingesetztem Standard 

E(S) = die zum jeweiligen Detektionszeitpunkt tiber die erfolgten Zyklen gemittelte 
Amplifikationseffizienz des Standards zu einem bestimmten Zyklus n 

E(T) = die zum jeweiligen Detektionszeitpunkt iiber die erfolgten Zyklen gemittelte 
Amplifikationseffizienz des Targets zu einem bestimmten Zyklus n 

ns = die Zykluszahl, bei derSignalschwellenwert durch die Amplifikation der 
Standard-Nukleinsaure iiberschritten wird 

nt = die Zykluszahl, bei derSignalschwellenwert durch die Amplifikation der Tar- 
get-Nukleinsaure iiberschritten wird 
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Fur die Berechnung von N(T) 0 ergibt sich unter diesen Umstanden: 

N(T) n = N(T) 0 * E nt und 
N(S) n = N(S ) 0 *E ns 

Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert fur Target- und Standard - 
Nukleinsaure festgelegt wird, ergibt sich approximativ: 

N(T)„ = N(S)„, 

Somit berechnet sich die urspriinglich in der Probe vorliegende Kopienzahl der Target- 
Nukieinsaure nach der Gleichung 



N(T)o = N(S)o : 



E(T) r 



In einer alternativen Ausfiihrungsform zur absoluten Quantifizierung einer Target- 
Nukieinsaure in einer Probe umfafit das erfindungsgemafie Verfahren die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukieinsaure sowie ei- 
nes internen oder externen Standards in Abhangigkeit von den jeweiligen Aus- 
gangsmengen unter definierten Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukieinsaure sowie des 
internen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbe- 
dingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukieinsaure und Standard in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukieinsaure 
und Standard, bei denen der Signalschwellenwert jeweils uberschritten wird 

f) Bestimmung der ursprlingliche Kopienzahl N(T) 0 der Target-Nukieinsaure in 
der Probe nach der Formel 



n E(S X ) 

N(T)o = N(S)o* n E ( T j 
l-n 



Roche Diagnostics GmbH - Neuanmeldung 5443/00/DE 



-19- 



N(S)o = die urspriingliche Menge eingesetztem Standard 

E(S n ) = die Amplifikationseffizienz des Standards bei einem einzelnen Zyklus x 

E(T n ) = die Amplifikationseffizienz des Targets bei einem einzelnen Zyklus x 

Ft E(S X ) = Das Produkt der bestimmten Effizienzen aller Zyklen der Amplifikation des 

1-n 

Standards bis zum Erreichen des Signalschwellenwerts bei Zyklus n. 
n E(T X ) = Das Produkt der bestimmten Effizienzen aller Zyklen der Amplifikation der 
1 n Target-Nukleinsaure bis zum Erreichen des Signalschwellenwerts bei Zyklus n 

Dabei erfolgt die Bestimmung der Amplifikationseffizienzen von Target-Nukleinsaure und 
internem Standard bevorzugt wie beschrieben durch Bestimmung einer Zykluszahl, bei der 
ein bestimmter Signalschwellenwert iiberschritten wird. 

Die Berechnung von N(T)o ergibt sich erfindungsgemafi wie folgt: 
N(T) n = N(T) 0 *E(T0* * E(T„)= N(T 0 ) * n E(T X ) 

1-n 

und 

N(S) n = N(S) 0 *E(S0 * .... * E(S n ) - N(So) * n E(S X ) 

1-n 

Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert fur Target- und Standard- 
Nukleinsaure festgelegt wird, ergibt sich approximativ: 

N(T)„ = N(S)„, 

Somit berechnet sich die urspriinglich in der Probe vorliegende Kopienzahl der Target- 
Nukleinsaure nach der Gleichung 

n E(S X ) 

N(T)o = N(S) 0 

n E(T X ) 

1-n 
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Der Nachteil dieses Verfahrens liegt darin, dafi die Effizienzen der jeweils ersten Zyklen einer 
Amplifikationsreaktion nicht bestimmt werden konnen, da die Menge an amplifizierter Nuk- 
leinsaure noch unterhalb der Nachweisgrenze jedes nach dem Stand der Technik verftigbaren 
Nachweissystems liegt. 

Approximativ kann die Effizienz eines friihen Zyklus jedoch als das geometrische Mittel n 
aller fur die folgenden Zyklen ermittelten Effizienzen angenommen werden. Alternativ kann 
die nicht bestimmbare Effizienz eines friihen Zyklus mit der Effizienz gleich gesetzt werden, 
die far den ersten Zyklus ermittelt wurde, bei dem ein Amplifikationsprodukt nachweisbar 
war. 

Relative Quantifizierung 

Eine besondere Ausfuhrungsform der erfindungsgemaCen relativen Quantifizierung ist ein 
Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu einer Re- 
ferenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Re- 
ferenz-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den Ausgangsmengen unter definierten 
Amplifikationsbedingungen 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch 
der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definier- 
ten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure, bei denen der Signalschwellenwert jeweils uberschrit- 
ten wird 

f) Berechnung des ursprlinglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure in der Probe gemafi der Formel 



N(T) 0 /N(R)o= 
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N(T) 0 = die ursprungliche Menge an Target-Nukleinsaure 
N(R)o = die ursprungliche Menge an Referenz-Nukleinsaure 

E(R) = die zum jeweiligen Detektionszeitpunkt liber die erfolgten Zyklen gemittelte 

Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure zu einem bestimmten Zyklus n 

E(T) = die zum jeweiligen Detektionszeitpunkt uber die erfolgten Zyklen gemittelte 

Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure zu einem bestimmten Zyklus n 

nr = die Zykluszahl, bei der Signalschwellenwert durch die Amplifikation der Referenz- 
Nukleinsaure liberschritten wird 

nt = die Zykluszahl, bei derSignalschwellenwert durch die Amplifikation der Target- 
Nukleinsaure liberschritten wird 

Fiir die Berechnung von N(T) 0 ergibt sich unter diesen Umstanden: 

N(T) n = N(T) 0 *E(T) m und 
N(R)„ = N(R) 0 * E(R) nr 

Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert fur Target- und Standard- 
Nukleinsaure festgelegt wird, ergibt sich approximativ: 

N(T) n = N(R) n> 

Somit berechnet sich die ursprunglich in der Probe vorliegende Kopienzahl der Target- 
Nukleinsaure nach der Gleichung 



N(T)o/N(R) 0 = E(Tr 



In einer alternativen Ausfuhrungsform zur relativen Quantifizierung einer Target- 
Nukleinsaure in einer Probe umfafit das erfindungsgemafie Verfahren die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der Re- 
ferenz-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den Ausgangsmengen unter definierten 
Amplifikationsbedingungen 
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b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als auch 
der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen definier- 
ten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Festlegung eines definierten Signalschwellenwerts 

e) Bestimmung der Zykluszahlen bei der Amplifikation von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure, bei denen der Signalschwellenwert jeweils uber- 
schritten wird 

f) Berechnung des ursprunglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und Refe- 
renz-Nukleinsaure in der Probe gemafi der Formel 



n E(R X ) 



N(T) 0 /N(R)o- 1_n 



n E(T X ) 

1-n 



N(T) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Target-Nukleinsaure 
N(R) 0 = die ursprunglich in der Probe vorhandene Menge an Referenz-Nukleinsaure 
E(R n ) = die Amplifikationseffizienz der Referenz-Nukleinsaure bei einem einzelnen 
Zyklus x 

E(T n ) = die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure bei einem einzelnen 
Zyklus x 

IT E(T) = Das Produkt der bestimmten Effizienzen aller Zyklen der Amplifikation der 
1_n Target-Nukleinsaure bis zum Erreichen des Signalschwellenwerts bei Zyklus n 

n E(R) = Das Produkt der bestimmten Effizienzen aller Zyklen der Amplifikation der 

Referenz-Nukleinsaure bis zum Erreichen des Signalschwellenwerts bei Zyklus n 



Die Berechnung des ermittelten Verhaltnisses in Schritt f) ergibt sich erfindungsgemafi wie 
folgt: 



N(T) n = N(T) 0 * E(Ti) * .... E(T„) = N(T) 0 * n E(T X ) (1) 

1-n 
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(2) 

N(R) n = N(R) 0 * E(R,) * .... E(R n ) = N(R) 0 * n E(R X ) 

1-n 

wobei N(T) n = Menge an Target-DNA am Signalschwellenwert 
und N(R) n = Menge an Referenz-DNA am Signalschwellenwert 



Aus (1) und (2) folgt: 



N(T)„ 

N(R) n 



N(T) 0 * n E(T X ) 

LiD 

N(R) 0 * n E(R X ) 
1-n 



(3) 



Daraus folgt: 

N(T) n *n E(R X ) 
N(T) 0 1-n 

= N(R) n * 11 E(T X ) ^ 1 

N(R) 0 l-n 

Aufgrund der Tatsache, dass ein identischer Signalschwellenwert fur Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure festgelegt wird, ist approximativ davon auszugehen, dass 



N(T) n = N(R)„ ist. 

Unter dieser Voraussetzung ergibt sich dann ausgehend von Gleichung (4) fur das ursprung- 
liche Verhaltnis von Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure die Gleichung 

(5 

N(T) 0 /N(R)o= n E(R X )/ n E(T X ) 

1-n 1-n 

Analog zur absoluten Quantifizierung kann die Effizienz eines nicht bestimmbaren frilhen 
Zyklus als das geometrische Mittel EI aller fur die folgenden Zyklen ermittelten Effizienzen 
angenommen werden. Alternativ kann die Effizienz eines fruhen Zyklus mit der Effizienz 
gleich gesetzt werden, die fur den ersten Zyklus ermittelt wurde, bei dem ein Amplifikati- 
onsprodukt nachweisbar war. 
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Relative Quantifizierung und Normierung auf Kalibrator 

Die approximative Annahme N(T) n = N(R) n gilt jedoch dann nicht, wenn Target- 
Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure mit unterschiedlichen Sensitivitaten detektiert wer- 
den. 



Vorteilhafterweise werden dann zur Eiiminierung systematischer Fehler jedoch aufgrund der 
Detektion der Amplifikationsprodukte bei dieser Ausfuhrungsform zusatzlich die Schritte b), 
c) e) und f) der oben beschriebenen Verfahren mit einer Kalibrator-Probe durchgefuhrt und 
anschliefiend das Verhaltnis der fur die Probe und fur die Kalibrator-Probe ermittelten Quo- 
tienten als Mafi fur die urspriingliche Menge an Target-Nukleinsaure in der Probe bestimmt. 

Erfindungsgemafi wird deshalb in einem Paralellansatz eine Kalibratorprobe vermessen und 
als Mafi fur die urspriingliche Menge an Target-Nukleinsaure in der Probe das Verhaltnis der 
fur die Probe und fur die Kalibrator-Probe ermittelten Quotienten N(T)o / N(R )o bestimmt. 



Dabei ergibt sich aus Gleichung (4) unter Verwendung der Indices 
a fur zu analysierende Probe, und 
K for Kalibratorprobe N(R) ^ * n Ea(Rx) 



1-n 



N(T) 0A / N(T) 0K _ N(T) nA * n E A (T X ) (6) 

~ 1-n 



N(R) 0A / N(R) 0 k 

N(R) nK *n Ek(Rx) 



1-n 



n(T) nK *n E K (T X ) 

1-n 



Aufgrund der Tatsache, dass fur die zu analysierende Probe und fiir die Kalibratorprobe ein 
identischer Signalschwellenwert festgesetzt ist und durch die Verwendung identischer Mittel 
zur Detektion von Target- und Referenz-Amplicons in der Probe und in der Kalibratorprobe 
ergibt sich fur das Verhaltnis des fur die Probe und fur die Kalibratorprobe ermittelten Qu 
tienten: 

N(R) n A / N(R) n K =J 



N(T) nA / N(T) 



nK 



Daraus ergibt sich fur das Verhaltnis der Quotienten aus zu analysierender Probe und Ka- 
libratorprobe: 
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N(T) 0A 




N(T) 0K 



n Ea(Rx) * n Ek(t x ) 



(7) 



l-n 1-n 



N(R) 0A 



N(R)ok 



n e a (t x ) * n Ek(Rx) 



l-n l-n 



Folglich kann auf diese Weise ein relativer Wert fur die urspriingliche Kopienzahl an Target- 
Nukleinsaure in der Probe erhalten werden, bei dem sowohl systematische Fehler aufgrund 
von verschiedenen Amplifikationseffizienzen als auch aufgrund von unterschiedlich Detekti- 
onssensitivitaten eliminiert worden sind. Einzige Voraussetzung fur die Richtigkeit des er- 
mittelten Wertes ist die begrundete Annahme, dass bei absolut identischen Pufferbedingun- 
gen die Amplifikations- und Detektionseffizienzen in verschiedenen Reaktionsgefafien eben- 
falls identisch sind. 

D ) Implizite Effizienzkorrektur bei Verwendung einer Kalibratorprobe 

Daruber hinaus ist die erfindungsgemafie konzentrationsabhangige Effizienzkorrektur fur 
Quantifizierungsverfahren geeignet, bei denen die Amplifikationseffizienz nicht direkt be- 
stimmt wird, sondern nur indirekt in das Quantifizierungsergebnis mit eingeht. 

Dies kann beispieisweise der Fall sein bei Verfahren zur relativen Quantifizierung, bei denen 
das Ergebnis auf eine Kalibratorprobe normiert wird, um den Einflufi unterschiedlicher De- 
tektionsensitivitaten fur Target- und Referenz-Nukleinsaure zu eliminieren. 

Bestandteil der vorliegenden Erfindung sind deshalb auch Verfahren zur relativen Quantifi- 
zierung einer Target-Nukleinsaure im Verhaltnis zu einer Referenznukleinsaure und normiert 
auf eine Kalibratorprobe, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Herstellung einer gemeinsamen oder zwei getrennter Verdunnungsreihen von 



b) 



c) 



Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure 

Amplifikation der verschiedenen Verdiinnungen von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die 
Amplifikation der Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 
Festsetzung von definierten Signalschwellenwerten fur Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure 
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d) Bestimmung der Zykluszahlen Cp, bei denen die fur Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure definierten Signalschwellenwerte in jeder Verdiinnung 
iiberschritten werden 

e) Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion der in d) bestimmten Cp- 
Werte in Abhangigkeit von einem Logarithmus der eingesetzten Mengen an 
Target-Nukleinsaure sowie Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion 
der bestimmten Cp-Werte in Abhangigkeit von einem Logarithmus der einge- 
setzten Mengen an Referenz-Nukleinsaure 

f) Bestimmung der Cp-Werte fur Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure sowohl in der zu analysierenden Probe als auch in einer Ka- 
libratorprobe 

g) Zuordnung der in Schritt f) gemessenen Cp-Werte zu bestimmten Funktions- 
werten der in Schritt e) ermittelten Funktionen 

h) Bildung der Quotienten der Funktionswerte aus g) von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur 
die Kalibratorprobe 

i) Bestimmung des Verhaltnisses der Quotienten aus h) als Mafi fur die ur- 
spriinglich in der Probe enthaltenen Menge an Target-DNA. 

Alternativ kann ein derartiges erfindungsgemafies Verfahren zur relativen Quantifizierung 
einer Target-Nukleinsaure im Verhaltnis zu einer Referenznukleinsaure und normiert auf 
eine Kalibratorprobe, die folgenden Schritte umfassen: 

a) Herstellung einer gemeinsamen oder zwei getrennter Verdiinnungsreihen von 
Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure 

b) Amplifikation der verschiedenen Verdlinnungen von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die 
Amplifikation der Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) Festsetzung von definierten Signalschwellenwerten fur Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure 

d) Bestimmung der Zykluszahlen Cp, bei denen die fur Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure definierten Signalschwellenwerte in jeder Verdiinnung 
iiberschritten werden 

e) Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion des Logarithmus der einge- 
setzten Mengen an Target-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den in d) be- 
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stimmten Cp-Werten sowie Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion 
eines Logarithmus der eingesetzten Mengen an Referenz-Nukleinsaure in Ab- 
hangigkeit von den bestimmten Cp-Werten 

f) Bestimmung der Cp-Werte fur Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure sowohl in der zu analysierenden Probe als auch in einer Ka- 
libratorprobe 

g) Zuordnung der in Schritt f) gemessenen Cp-Werte zu bestimmten Funktions- 
werten der in Schritt e) ermittelten Funktionen 

h) Bildung der Quotienten der Funktionswerte aus g) von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur 
die Kalibratorprobe 

i) Bestimmung des Verhaltnisses der Quotienten aus h) als Mafi fur die ur- 
spriinglich in der Probe enthaltenen Menge an Target-DNA. 

Erfindungsgemafi werden die stetig differenzierbaren Funktionen aus Schritt e), die linear 
oder nicht-linear sein konnen, mithilfe eines polynomischen Fits vorzugsweise 3., 4., 5., 6., 
oder 7. Ordnung ermittelt. 

Inwieweit die genannten stetig differenzierbaren Funktionen linear oder nichdinear sind, 
hangt von den Ausgangskonzentrationen von Target- bzw. Referenznukleinsaure in der bzw 
den Verdiinnungsreihen ab. Bei niedrigeren Ausgangskonzentration ist tendenziell davon 
auszugehen, dass kein linearer Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der jeweiligen 
Konzentration sowie dem fur die jeweilige Konzentration gemessenen Cp-Wert besteht. Da- 
von abgesehen ist der Verlauf der genannten Funktionen von den jeweiligen experimentellen 
Bedingungen und von der jeweiligen Target-Sequenz abhangig, sodass diese Funktionen em- 
pirisch ermittelt werden miissen und nicht aufgrund theoretischer Oberlegungen abgeleitet 
werden konnen. 

Die beschriebenen Verfahren zur Normierung mithilfe einer Kalibratorprobe sind auch und 
insbesondere dann anwendbar , wenn sich die Amplifikationseffizienzen im Rahmen der zu 
analyierenden Ausgangsmengen an Target-Nukleinsaure oder Referenz-Nukleinsaure andern 
Dadurch wird die Abhangigkeit der Amplifikationseffizienzen von den jeweiligen ursprling- 
lich vorhandenen Kopienzahlen von Target-Nukleinsaure bzw. Referenz-Nukleinsaure indi- 
rekt beriicksichtigt. Mit Hilfe der erfindungsgemafien Quantifizierungsmethoden konnen 
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deshalb auch geringe Ausgangskonzentration an Target-Nukleinsaure mit grofier Genauigkeit 
bestimmt werden. 

Die Validitat einer derartigen Quantifizierung ergibt sich aufgrund der folgenden Oberlegun- 
gen: 

Innerhalb den Schritte a) bis e) der beschriebenen Verfahren werden anhand der ftir die Ver- 
dunnungsreihe gemessenen Zykluszahlen (Cp-Werte) Funktionen erstellt, die im Folgenden 
als Kalibrationskurven bezeichnet werden. Die Berechnung der Kalibrationskurven aus den 
einzelnen Messwerten erfolgt mittels mathematischer Verfahren, zum Beispiel mit Hilfe eines 
polynomischen Fits. Fur den Fall, dass die Effizienz fur verschiedene Ausgangskonzentratio- 
nen an Target-Nukleinsaure konstant bleibt, stellt die Kalibrationskurve eine lineare Funktion 
dar. 

Ein Beispiel fur derartige Kalibrationskurven ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Auf 
der Abszisse des Graphen ist die Zykluszahl aufgetragen, bei der jeweils der definierte Signal- 
schwellenwert uberschritten wird. Auf der Ordinate des Graphen ist der Logarithmus einer 
bestimmten relativen Konzentration aufgetragen. (Die Grundzahl des Logarithmus kann be- 
liebig gewahlt werden, solange sie innerhalb des experimentellen Ansatzes nicht verandert 
wird). Unter der relativen Konzentration ist in diesem Zusammenhang eine Mafizahl ohne 
Einheit zu verstehen, die abhangig von der jeweiligen Detektionseffizienz, aber proportional 
zur tatsachlich eingesetzten Menge an Target- bzw. Referenznukleinsaure ist. 

\ (Bei dem Beispiel von Abb. 1 bleibt die Amplifikationseffizienz der Referenznukleinsaure fur 
verschiedene Verdiinnungen konstant. Die Amplifikationseffizienz der Target-Nukleinsaure 
ist jedoch bei niedrigen Konzentrationen vergleichsweise erhoht). 

Innerhalb der folgenden Schritte f) und g) der beschriebenen Verfahren werden fur die zu 
analysierende Probe die Zykluszahlen (Cp-Werte) fur Target-Nukleinsaure (Cp-Tar) und 
Referenz-Nukleinsaure (Cp-Ref) ermittelt, bei der die festgesetzten Signalschwellenwerte u- 
berschritten werden. Anhang der zuvor bestimmten Kalibrationskurven werden den fur die 
Probe bestimmten Zykluszahlen Cp-Tar und Cp-Ref Funktionswerte log (Rconc (Tar)) und 
log (Rconc (Ref)) zugeordnet. 
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Zusatzlich ist es bei einer relativen Quantifizierung noch vorteilhaft, den EinfluS unterschied- 
licher Detektions effizienzen fur Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure zu eliminie- 
ren. Dies kann mithilfe einer sogenannten Kalibratorprobe geschehen. In gleicher Weise wer- 
den deshalb fur die zu analysierende Probe werden deshalb auch fur eine Kalibratorprobe die 
Cp-Werte fiir Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure bestimmt und ebenfalls ent- 
sprechenden Funktionswerten zugeordnet. 

Im folgenden gilt jedoch die Annahme, dass innerhalb eines Experiments die Detektions effi- 
zienz konstant bleibt, d. h. eine experimentell bestimmte relative Konzentration ist proporti- 
onal zur tatsachlich in der jeweiligen Probe vorhandenen Kopienzahl an Target- bzw. Refe- 
renz-Nukleinsaure. Somit gilt zunachst fiir jede beliebe Probe einschliefilich des Kalibrators: 



AConc (Tar) = 
AConc (Ref) = 



Kr ar x Rconc (Tar) 
KRefxRconc (Ref) 



(1) 
(2) 



wobei 

AConc(Tar) = 

AConc(Ref) = 

Kjar = 

K Re f = 

Rconc (Tar) = 

Rconc (Ref) = 



die tatsachlich in einer Probe vorhandene Kopienzahl an Target- 
Nukleinsaure 

die tatsachlich in einer Probe vorhandene Kopienzahl an Referenz- 
Nukleinsaure 
const 
const 

relative Konzentration der Target-Nukleinsaure (ohne Einheit) 
relative Konzentration der Referenz-Nukleinsaure (ohne Einheit) 



Dabei handelt es sich bei den Konstanten Kr ar und KR e f um Grofien, deren absolute Werte 
von der jeweiligen Detektionseffizienz, abhangig sind. Mit anderen Worten: Diese Konstanten 
beriicksichtigen Faktoren wie beispielsweise eine unterschiedliche Quantenausbeute der Fluo- 
reszenzmarkierungen oder unterschiedliche Hybridisationskinetiken der Hybridisierungsson- 
den und sind deshalb in der Regel nicht identisch. 



GemaS Schritt h) des oben beschriebenen Verfahrens wird der Quotient 
Rconc (Tar) 
Rconc (Ref) 
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gebildet. 

Aus (1) und (2) folgt: 

Rconc (Tar) K (Re o x Aconc (Tar) 

Rconc (Ref) k (T ar) x Aconc (Ref) 



Diese Gleichung gilt gleichermafien sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur die 
Kalibrationsprobe, da fur beide Proben die gleichen Detektionsmittel verwendet werden. 



Rconc (Tar) Ka i 
Rconc (Ref) Kai 



K(Ref) 
K (Tar) 



Aconc (Tar) Kai 
Aconc (Ref) k 3 j 



(4) 



Gemafi Schritt i) des oben beschriebenen Verfahrens wird im Anschluss daran das Verhaltnis 
der beiden ermittelten Quotienten bestimmt: 



Rconc (Tar) 
Rconc (Ref) 



Rconc (Tar) Ka i 
Rconc (Ref) Ka i 



K (Ref) x Aconc (Tar) 
K (Tar) x Aconc (Ref) 

K (Ref) x Aconc (Tar) Kai 
K (Tar) x Aconc (Ref) Ka i 



(5) 



' Daraus folgt, daG die von der jeweiligen Detektionseffizienz anhangignen Konstanten elimi- 
niert werden konnen: 



Rconc (Tar) 
Rconc (Ref) 



Rconc (Tar) Kai 
Rconc (Ref) Kai 



Aconc (Tar) 
Aconc (Ref) 
Aconc (Tar) Ka i 
Aconc (Ref) K ai 



(6) 
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Daraus ergibt sich, dass die Verhaltnisse der ermittelten relativen Konzentrationen von Tar- 
get-Nukleinsaure zu Referenz-Nukleinsaure normiert auf das Verhaltnis der relativen Kon- 
zentration von Target-Nukleinsaure zu Referenz-Nukleinsaure im Kalibrator identisch sind 
mit den Verhaltnissen der absoluten Kopienzahlen von Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure in den jeweils analysierten Proben. 

Somit stellt dieses erfindungsgemafie Verfahren eine exakte Methode zur relativen Quantifi- 
zierung von Nukleinsauren dar, bei der 

einerseits unterschiedliche Effizienzen von PCR-Reaktionen beriicksichtigt werden, 
ohne dass eine direkte Bestimmung der Effizienz erforderlich ist, und 
andererseits aufgrund der Verwendung einer Kalibratorprobe der Einflufi der von 
verschiedenen unkontrollierbaren Faktoren abhangigen Detektionseffizienz eliminiert 
- ' wird. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung weiter: 
Beispiel 1: 

Amplifikation von Cyclophilin A (CycA) und Porphobilinogen Deaminase (PBGD) cDNA x s: 

Aus 3 kommerziell erhaltlichen (Clontech) Gesamt-RNA's isoliert aus einer HeLa-Zellinie, 
Nebennierendriisen-Gewebe und Hirn-Gewebe wurden mit Hilfe einer Reversen Transkrip- 
| tase Reaktion cDNA^s unter folgenden Bedingungen synthetisiert: 

1 jig Gesamt-RNA 

1 x AMV Reaktionspuffer 

5mM MgCl 2 

1 mM Deoxynucleotidmix 

0.0625 mM randomisierte Hexamere 

50 Units RNase 

10 Units AMV Reverse Transkriptase 
ad 20 jil H 2 0 
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Fur die cDNA-Synthese wurden samtliche Ansatze fur 10 Minuten bei 25°C, 60 Minuten bei 
42°C und 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Danach wurde auf 4°C abgekuhlt. 

Anschliefiend erfolgte die Amplifikationsreaktion und deren Echtzeitmessung im FRET- 
HybProbe Format auf einem Light Cycler Instrument (Roche Diagnostics GmbH). Dabei 
wurde jeder Ansatz unter folgenden Bedingungen amplifiziert: 

1 x LC-Fast Start DNA-Master Hybridisation Probes (Roche Diagnostics GmbH) 

3mM MgCl2 

0.5mM je Primer 

0.2(iM Fluorescein-Sonde 

0.2|iM LC-RED640-Sonde 

ad 20^1 H 2 0 

Fiir die Amplifikation der CycA Sequenz (Cyclophilin A) wurden Primer mit SEQ. ID. NO:l 
und SEQ. ID. NO: 2 verwendet. Zur Detektion des CycA Produktes wurden eine Fluorescein- 
markierte Sonde der SEQ. ID. NO: 3 und eine LC-RED640-markierte Sonde der SEQ. ID. 
NO: 4 verwendet. Zur Amplifikation der PBGD Sequenz (Porphobilinogen) wurden Primer 
der SEQ. ID. NO: 5 und SEQ. ID. NO: 6 verwendet. Fiir die Detektion von PBGD wurden 
eine Fluoreszein-markierte Sonde der SEQ. ID. NO: 7 sowie eine LC-RED640-markierte Son- 
de gemaS SEQ. ID. NO: 8 eingesetzt. 

Der Ansatz wurde unter folgenden PCR-Bedingungen im Light Cycler amplifiziert: 

^ Denaturierung: 95°C lOmin 

Amplifikation: 45x 95°C lOsec 20.0°C/sec 
55°C lOsec 20.0°C/sec 
72°C 15sec 3.0°C/sec 
Abkuhlung: 40°C 30sec 

Nach jeder Inkubation bei 55°C erfolgte eine Fluoreszenzmessung entsprechend den Angaben 
des Herstellers. Der Signalschwellenwert (Cp-Wert) wurde als Maximum der 2.Ableitung der 
Amplifikationsreaktion in Abhangigkeit von der Zykluszahl bestimmt. 
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Beispiel 2: 

Bestimmung der Effizienz der Amplifikation von CvcA und PBGD 

Zur Bestimmung der Amplifikationseffizienzen von CycA und PBGD wurde die aus HeLa- 
Gesamt-RNA synthetisierte cDNA in 1:5-Schritten verdunnt (insgesamt 5 Verdunnungsstu- 
fen). Mit jeder Verdunnungsstufe wurde eine 3-fache Bestimmung des 

Signalschwellenwertes (Cp-Wertes) auf dem LightCycler durchgefiihrt. Dies wurde sowohl fur 
CycA als auch fur PBGD durchgefiihrt. 

Zur Bestimmung der Fit-Koeffizienten wurden zwei verschiedene Funktionen erstellt , in der 
die fur die jeweilige Konzentration ermittelte Zykluszahl Cp in Abhangigkeit vom dekadi- 
schen Logarithmus der eingesetzten cDNA-Konzentration bestimmt wurde . 

a) Erstellung einer linearen Funktion: 

Unter der Annahme identischer Effizienzen fur unterschiedliche Ausgangskonzentrationen 
einer Nukleinsaure wurden die beiden jeweiligen Amplifikationseffizienzen fur Target- 
Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure nach der Gleichung 

E = G f (log(conc)). 

Bestimmt. f (log(conc)) wurde dabei als Steigung der Regressionsgraden zu den in Abbildung 
2a und 2b dargestellten Funktionen ermittelt. Dabei wurde fur die Target-Nukleinsaure CycA 
, eine Effizienz E=2,62 und fur die Referenznukleinsaure PBGD eine Effizienz E=l,97 ermittelt. 

b) Erstellung einer nicht-linearen Funktion mit Hilfe eines erfindungsgemafien polynomische 
Fits 4. Ordnung 

Auf Basis derselben Messwerte wurden fur Target- und Referenz-Nukleinsaure Funktionen 
des Logarhithmus der ermittelten relativen Konzentrationen in Abhangigkeit von den ge- 
messenen Cp-Werten durch Berechnung eines polynomischen Fits 4. Ordnung erstellt. Diese 
Funktionen sind in den Abbildungen 3a (Target-Nukleinsaure) und 3b (Referenz- 
Nukleinsaure) dargestellt. 
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Die ermittelten Fit Parameter fiir die Target-Nucleinsaure (CycA) waren: 

A(Offset) = 11.3974946 
B (linear) = -0.1 
C(quadrat.) = - 0.0721349 
D = 0.0044516 
E = -8.214E-05 

Die ermittelten Fit-Parameter fiir die Referenz-Nukleinsaure waren: 

A(Offset) - 9.98347024 
B(linear) = -0.29359011 
C = 0 
D = 0 
E = 0 

Wie aus den Abbildungen bzw. den ermittelten Fit-Parametern ersichtlich, ergibt sich fur die 
Referenznukleinsaure eine annahernd lineare Funktion. Daraus folgt, dass eine Amplifikation 
der Referenznukleinsaure im gemessenen Konzentrationsbereich mit weitgehend konstanter 
Effizienz erfolgt. 

Fiir die Targetnukleinsaure CycA wurde dagegen auf Basis der erhaltenen Cp-Werte eine 
nicht-lineare Funktion ermittelt. Dadurch ist gezeigt, dass die Effizienz der Amplifikations- 
reaktion im gemessenen Konzentrationsbereich fiir CycA signifikant von der urspriinglich in 
» der Probe enthaltenen Kopienzahl abhangig ist. 

Beispiel 3: 

Kalibrator-normierte Bestimmung des urspriinglichen Verhaltnisses von Target und Refe- 
renznukleinsaure mit und ohne implizierter Korrektur der Amplifikationseffizienz 

Unter den in Beispiel 1 geschilderten Bedingungen sollte das bestimmte Verhaltnis von ur- 
spriinglicher Menge an CycA und PBGD unabhangig von der jeweils amplifizierten Menge 
des verwendeten Probenmaterials sein. Daher wurde die Bestimmung des Verhaltnisses fur 
verschiedene Mengen an eingesetzter Proben RNA dazu benutzt, die Auswirkung einer Ef- 
fienzkorrektur auf Grundlage der erhaltenen Messwerten zu iiberpriifen. 
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Die ursprunglichen Verhaltnisse von Target (CycA)- und Referenz (PBGD)-Nukleinsaure in 
Nebennierendrusen-RNA und Hirn-RNA wurden mit jeweils 3 Verdunnungsstufen (fur jede 
Verdunnungsstufe wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt) der cDNA v s bestimmt. Aus- 
gehend von den gemessenen Daten wurde der Quotient des Verhaltnisses der relativen Kon- 
zentrationen von CycA und PBGD zwischen der jeweils analysierten Probe und einer Ka- 
librator-Probe bestimmt. Als Kalibrator wurde Geamt-RNA aus HeLa-Zellen verwendet. 
Diese Bestimmung erfolgte einerseits mit einer angenommenen Amplifikationseffizienz von 
jeweils 2,00 fur CycA und PBGD, sowie andererseits mit Hilfe der in Beispiel 2 ermittelten 
lineraren bzw. nicht-linearen Funktionen. 

Tabelle 1 zeigt die auf den Kalibrator normierten Verhaltnisse von Target /Referenz- 



Nukleinsaure. 
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Wie aus Tabelle 1 ersichtlich, besitzen die nach erfindungsgemafier nicht-linearer Effizienz- 
korrektur ermittelten Werte bei beiden Proben-RNA's (Nebennierendriise- und Hirn- 
Geweben) einen ca. dreifach geringeren Variationskoeffizenten als die jeweiligen Werte ohne 
Effizienzkorrektur und einen ca. zweifach geringeren Variationskoeffizenten als die jeweiligen 
Werte mit linearer Effizienzkorrektur. Auch der prozentuale maximale Fehler der bestimmten 
Kalibrator-normierten Target/Referenz-Verhaltnisse in Abhangigkeit von der Ausgangskon- 
zentration wird durch die erfindungsgemafie nicht-lineare Effizienzkorrektur bei beiden Tar- 
get- RNA's significant verringert im Vergleich zur linearen Effizienzkorrektur bzw. im Ver~ 
gleich zur Methode ohne Effizienzkorrektur . Diese Ergebnisse zeigen, dass die erfindungsge- 
mafie Methode insbesondere bei Verfahren von Vorteil ist, bei denen eine Normalisierung 
mit Hilfe von Kalibratoren durchgefuhrt wird. 

Kurzbeschreibung der Abbildungen: 
Abbildung 1: 

Schematische Darstellung einer Funktion zur Bestimmung des Logarithmus einer relativen 
Konzentration in Abhangigkeit von der bestimmten Zykluszahl 

Abbildung 2a: 

Bestimmung der Amplifikationseffizienz von CycA durch Ermittlung einer Regressionsgrade 
Abbildung 2b: 

Bestimmung der Amplifikationseffizienz fur PBGD durch Ermittlung einer Regressionsgrade 
Abbildung 3a: 

Effizienzkorrektur fur die Amplifikation von CycA mit Hilfe eines polynomischen Fits 4. 
Ordnung 

Abbildung 3b: 

Effizienzkorrektur fur die Amplifikation von PBGD mit Hilfe eines polynomischen Fits 4. 
Ordnung 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> Roche Diagnostics GmbH 

<120> Verfahren zur Bestimmung der Effizienz von 
Nukleinsaureamplif ikationen 

<130> 544300EP 

<140> 544300EP 
<141> 2000-09-01 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 
sapiens 

cctttgag 18 



<210> 1 
<211> 18 
<212> DNA 
<213> Homo 

<400> 1 
ggccgcgtct 



<210> 2 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

cgagttgtcc acagtcagca atg 23 



♦ 



<210> 3 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

ggccatggag cgctttgggt 20 

<210> 4 
<211> 26 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

aatggcaaga ccagcaagaa gatcac 26 



<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

cacacagcct actttccaa 19 
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<211> 17 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

ggtacccacg cgaatca 

<210> 7 

<211> 22 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

taacggcaat gcggctgcaa eg 

<210> 8 

<211> 24 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 8 

eggaagaaaa cagcccaaag atga 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung der Effizienz der Amplifikation einer Target-Nukleinsaure, 
wobei 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbe- 
dingungen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der 
Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwel- 
lenwert iiberschritten wird 

e) die Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der ursprunglichen Menge an 
Target-Nukleinsaure bestimmt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Effizienz der Amplifikation dadurch bestimmt 
wird, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 

b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbe- 
dingungen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der 
Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdunnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwel- 
lenwert iiberschritten wird, 

e) eine nicht lineare stetig differenzierbare Funktion eines Logarithmus der fur 
die Amplifikation eingesetzten Kopienzahl an Target Nukleinsaure in Abhan- 
gigkeit von der Zykluszahl, bei der Signalschwellenwert iiberschritten wird, er- 
stellt wird, und 

f) aus der in e) ermittelten Funktion die Amplifikationseffizienz E berechnet 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Effizienz der Amplifikation dadurch bestimmt 
wird, dass 

a) eine Verdunnungsreihe der Target-Nukleinsaure hergestellt wird 
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b) eine Amplifikation der Target-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbe- 
dingungen gemafi Anspruch 1 durchgefuhrt wird, wobei die Amplifikation der 
Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) ein definierter Signalschwellenwert festgesetzt wird 

d) fur jede Verdiinnung die Zykluszahl bestimmt wird, bei der der Signalschwel- 
lenwert iiberschritten wird, 

e) eine nicht lineare stetig differenzierbare Funktion der in Schritt d) ermittelten 
Zykluszahl in Abhangigkeit von einem Logarithmus der fur die Amplifikation 
eingesetzten Kopienzahl an Target Nukleinsaure, erstellt wird, und 

f) aus der in e) ermittelten Funktion die Amplifikationseffizienz E berechnet wird 

4. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Amplifikationseffizienz E einer bestimmten ursprunglichen Menge an Target- 
Nukleinsaure als die negative lokale 1. Ableitung der stetig differenzierbaren Funktion 
aus Schritt e) ermittelt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Amplifikationseffizienz E einer bestimmten ursprunglichen Menge an Target- 
Nukleinsaure als die reziproke negative lokale 1. Ableitung der stetig differenzierbaren 
Funktion aus Schritt e) ermittelt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 2-5, dadurch gekennzeichnet, dass die nichtlineare stetig 
differnzierbare Funktion aus Schritt e) mithilfe eines polynomischen Fits vorzugsweise 
3., 4., 5., 6., oder 7. Ordnung ermittelt wird. 

7. Verfahren zur absoluten Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, 
umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure sowie ei- 
nes internen oder externen Standards unter definierten Amplifikationsbedin- 
gungen gemafi Anspruch 1-6 

b) Amplifikation der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure sowie des 
internen oder externen Standards unter den gleichen definierten Reaktionsbe- 
dingungen 

c) Messung der Amplifikation von Target-Nukleinsaure und Standard in Echt- 
zeit 
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d) Berechnung der urspriinglichen Kopienzahl in der Probe durch Korrektur der 
aus Schritt c) abgeleiteten Kopienzahl mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten 
Amplifikationseffizienzen 

8. Verfahren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe relativ zu 
einer Referenz-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Bestimmung der Amplifikationseffizienzen der Target-Nukleinsaure und der 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Amplifikationsbedingungen gemaS 
Anspruch 1-6 

b) Amplifikation sowohl der in der Probe enthaltenen Target-Nukleinsaure als 
auch der in der Probe enthaltenen Referenz-Nukleinsaure unter den gleichen 
definierten Amplifikationsbedingungen 

c) Messung der Amplifikation der Target-Nukleinsaure und der Referenz- 
Nukleinsaure in Echtzeit 

d) Berechnung des urspriinglichen Verhaltnisses von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure in der Probe durch Korrektur des aus Schritt c) abge- 
leiteten Verhaltnisses mit Hilfe der in Schritt a) bestimmten Amplifikationsef- 
fizienzen 

9. Verfahren zur relativen Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure im Verhaltnis zu 
einer Referenznukleinsaure und normiert auf eine Kalibratorprobe, umfassend die fol- 
genden Schritte: 

a) Herstellung einer gemeinsamen oder zwei getrennter Verdunnungsreihen von 
Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure 

b) Amplifikation der verschiedenen Verdunnungen von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die 
Amplifikation der Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) Festsetzung von definierten Signalschwellenwerten fur Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure 

d) Bestimmung der Zykluszahlen Cp, bei denen die fur Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure definierten Signalschwellenwerte in jeder Verdunnung 
liberschritten werden 

e) Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion der in d) bestimmten Cp- 
Werte in Abhangigkeit von einem Logarithmus der eingesetzten Mengen an 
Target-Nukleinsaure sowie Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion 
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der bestimmten Cp-Werte in Abhangigkeit von einem Logarithmus der einge- 
setzten Mengen an Referenz-Nukleinsaure 

f) Bestimmung der Cp-Werte fur Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure sowohl in der zu analysierenden Probe als auch in einer Ka- 
libratorprobe 

g) Zuordnung der in Schritt f) gemessenen Cp-Werte zu bestimmten Funktions- 
werten der in Schritt e) ermittelten Funktionen 

h) Bildung der Quotienten der Funktionswerte aus g) von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur 
die Kalibratorprobe 

i) Bestimmung des Verhaltnisses der beiden Quotienten aus h) als Mafi fur die 
ursprunglich in der Probe enthaltenen Menge an Target-Nukleinsaure. 

10. Verfahren zur relativen Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure im Verhaltnis zu 

einer Referenznukleinsaure und normiert auf eine Kalibratorprobe, umfassend die fol- 
genden Schritte: 

a) Herstellung einer gemeinsamen oder zwei getrennter Verdunnungsreihen von 
Target-Nukleinsaure und Referenz-Nukleinsaure 

b) Amplifikation der verschiedenen Verdunnungen von Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die 
Amplifikation der Nukleinsaure in Echtzeit gemessen wird 

c) Festsetzung von definierten Signalschwellenwerten fur Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure 

d) Bestimmung der Zykluszahlen Cp, bei denen die fur Target-Nukleinsaure und 
Referenz-Nukleinsaure definierten Signalschwellenwerte in jeder Verdunnung 
uberschritten werden 

e) Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion des Logarithmus der einge- 
setzten Mengen an Target-Nukleinsaure in Abhangigkeit von den in d) be- 
stimmten Cp-Werten sowie Erstellung einer stetig differenzierbaren Funktion 
eines Logarithmus der eingesetzten Mengen an Referenz-Nukleinsaure in Ab- 
hangigkeit von den bestimmten Cp-Werten 

f) Bestimmung der Cp-Werte fur Target-Nukleinsaure und Referenz- 
Nukleinsaure sowohl in der zu analysierenden Probe als auch in einer Ka- 
libratorprobe 
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h) 



g) 



i) 



Zuordnung der in Schritt f) gemessenen Cp-Werte zu bestimmten Funktions- 
werten der in Schritt e) ermittelten Funktionen 

Bildung der Quotienten der Funktionswerte aus g) von Target-Nukleinsaure 
und Referenz-Nukleinsaure sowohl fur die zu analysierende Probe als auch fur 
die Kalibratorprobe 

Bestimmung des Verhaltnisses der beiden Quotienten aus h) als Mafi fur die 
ursprunglich in der Probe enthaltenen Menge an Target-Nukleinsaure. 



11. Verfahren nach Anspruch 9-10, dadurch gekennzeichnet, dass die stetig differenzier- 
baren Funktionen aus Schritt e) mithilfe eines polynomischen Fits vorzugsweise 3., 4., 
5., 6., oder 7. Ordnung ermittelt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe von mindestens einer Fluo- 
reszenz-markierten Hybridisisationssonde erfolgt 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe von FRET- 
Hybridisationsproben, Molecular Beacons oder TaqMan Sonden erfolgt 

14. Verfahren nach Anspruch 1-11, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Detektion der amplifizierten Nukleinsauren mit Hilfe eines DNA- bindenden 
Farbstoffs, vorzugsweise mit SybrGreen I erfolgt 
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Zusammenfassung 



Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung der Effizienz der 
Amplifikation einer Target-Nukleinsaure, umfassend die folgenden Schritte: (i) Estellung ei- 
ner Verdiinnungsreihe der Target-Nukleinsaure, (ii) Amplifikation der Target-Nukleinsaure 
unter definierten Reaktionsbedingungen, wobei die Amplifikation der Nukleinsaure in Echt- 
zeit gemessen wird, (iii) Festsetzung eines definierten Signalschwellenwertes, (iv) Bestimmung 
der Zykluszahl, bei der der Signalschwellenwert iiberschritten wird, fur verschiedene Verdun- 
nungen, (v) Bestimmung der Amplifikationseffizienz in Abhangigkeit von der urspriinglichen 
Menge an Target-Nukleinsaure. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfah- 
ren zur Quantifizierung einer Target-Nukleinsaure in einer Probe, bei der die Effizienz der 
Amplifikationsreaktion auf diese Weise bestimmt und bei der Quantifizierung berucksichtigt 
wird. 
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Fig. 2a 




Fig 2b 



Roche Diagnostics GmbH - Neuanmeldung 5443/00/DE 




Roche Diagnostics GmbH - Neuanmeldung 5443/00/DE 



